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論 文 内 容 要 旨
心筋膜 の興奮 によ る電位変 化,す なわ ち活 動電位(actionpotential,APと略)は 細 胞 内
　　
Ca濃 度 を制御す る筋小 管系や筋小胞体(sarcoplasmicreticulum,SRと略)な どか ら成 る興
奮 一収縮連 関(excitation-contractioncoupling,E-Ccouplingと略)を 介 して収縮蛋 白の
滑 走を生ぜ しめ る。 すなわ ちAPは 心臓 作業 筋の心房筋 や心室 筋の収縮 を惹起 し,心 臓 の生理的
機能で ある血液 の駆 出を行 う上 で極 めて重要 な位置 を 占める。心筋 のAPは 通常,膜 が一80～
一70mVの 分極状態 か ら急速 に脱分極 して+20～+40mVの 電位 とな り,plateau相を 示 した
のち再 び分極状態 となる経過 を辿 る。心筋 の膜電位 固定法(voltageclamp法)によ る最近 の研
究か ら,心 筋 のAPの 脱分極相 とplateau相はそれ ぞれ経時変化 の早 い大 きな内向 き電 流,す な
わ ちfastinwardcurrent(FICと略)と 経時変化 の遅 い,閾 電位 がFICに 比 して浅 い小 さ
な内向 き電流,slowinwardcurrent(SICと略)に よ って形 成 され ることが判 明 した。FIC
は筋膜 のN才 透過 性(N才conductance,gNaと略)の 増大 によるNず の細胞 内流入 によ って,
またSICはCま+透 馳(C♂+、 。nd。、t。、e,gC。と略)の 増加に よるCぎ+の 流 入 によって生
ず ることも生理学 的研究 によ って証 明 された。FICはAPの 発生 と伝播過程で,SICはC菱+あ
SRへ の供給,SRか らのC菱+の 自己再生 的な遊離iや収 縮蛋 白を直接滑走 させ ることも知 られ,
E-Ccouplingの過 程でそれぞれ重要 な役割 を演ず ると考え られてい る。 一方,心 臓 疾患として
は,不 整 脈,心 不全 および虚血性心 疾患が頻 発す る疾患で,抗 不整脈薬,強 心薬およ び抗C孟+薬
　や
(Ca透 過性抑制薬)が 治療に用いられている。不整脈は心臓の興奮の異常やAPの伝播の異常
によって発生することを考慮すると,抗 不整脈薬は,薬理作用の機作としてFICを 修飾するも
　　
のと推察 され る。 また心筋 の収縮力 や機械的仕 事量 を変化する強心 薬や抗Ca 薬はSICを 修飾
す ることがその薬理作用 の機序 であると推定 される。 そこで本研 究では電気生理学 的手技の細胞
内ガラス微小電極法,sucrose-gap法およびvoltage』clamp法を駆使 し,心筋 に影響をおよぼ
す薬物 の薬理作用をFICとSICの 修飾作用 と して主 に解析 し,薬 理作用機 序を解 明す ることを
目的 と した。す なわ ちvoltageclamp法で心筋膜 の脱分極 がFICとSICで 生 じてい ることを
まず確認 し,通 常 のAPをN♂ 依存性電位 とみな し,そ の最大立 ち上 が り速 度(maximumrate
ofrise,maxRRと 略)をFICの 示 標 と して 抗 不 整 脈 薬 のbufetolol,propranololおよ びqu-
inidineの作用を,ま たFICを 不活性化 した状態で生ず る6+依 存性電位 の 士naxRRをSICの
示標 と して陽性変力作用を示すhistamineと,陽性変力作用 の抑制作用 を示すacetylcholineの
作用をそれぞれ観察 し,こ れ ら薬物 の作用機序を考察 した。 さ らに本研 究を遂行す るため,AP
モ
のon-lineデジタル測定装置 とvoltageclamp用負帰還増幅器 の考案 と設計製 作 を行い実用 に
供 した。
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1.心 臓組織 の活動電位 とそのon-hneデジタル測定法
心臓 の各組織,洞 結節,心 房筋,Purkinjefibersおよび心室 筋はそれぞれ固有 のAPを 発生
した。洞結節(pacemakercells)は自働能を有 し,緩 除な脱分極 を示す前電 位を伴 う,ゆ る
やかな電位変化 のAPを 発生 した。 心房筋のAPは 速かな脱 分極 相 と短かいplateau相を示 し,
心臓内刺激伝 導組 織のPurkinjefibersのAPは最 も早い脱分極速 度を示 し,条 件 によ って洞結
節 と同様な 自働能 も示 した。 心室筋 のAPは早 い脱 分極 相 と明 らかなplateau相を示 した。これ ら
のAPをon-1ineデジタル測定 す るために,.デジタル ボル トナーター,デ ジタル ィ ンターバ ル ナ
ーターおよ び演算増幅器を用いて構 成 した測定装置はAPの 静止電位 ,overshootpotentia1,
amplitudeおよび50%な らびに90%再 分極時 間を10～15secで計測 可能 とした。 本 装置に
ょってAPの 計測時 間は飛躍 的に短縮 し,計 測精 度 も向上 した。
2.心 筋膜 の内向き電流 のvoltageclamp法による観察
演算増 幅器を用 いて構成 した心筋のvoltageclamp用負帰還増幅器 は時定 数1～1001nsec
の膜を40μsec以内で,膜 電位 一200～+200mVま で 固定す ることが可能で あ った。本 機を用
いてモル モ ッ ト右室 乳頭筋 の膜電流 を観察す ると,2種 の内向 き電流 が見 られ た。す なわ ち,閾
電位一70～一60mVで,この電位 で最大 となる経時変 化の早 い大きな内向き電流(FIC)と閾電位 一35～
一30mV-10～OmVで最大 となる経時変化 の遅 い小 さな内向 き電流(SIC)が 見 られ た。FICは
膜のN誘 過性 を翻 す る ・・t・d…xi・(10-59/配L)で,SICは膜 のC菱+透過性を欄 す る
　　
nifedipine(10M)でそれ ぞれ特異的 に抑制 され,前 者はgNaの 増大 によって,後 者 はgCa
の増大 によ って生 じて いることが薬理学的 にも確認 された。
3.心 筋膜 のNゴ 電流 による活動電位 におよぼす抗不整脈薬,bufetolol,propranololおよび 、
quinidineの影響i
Bufetololはpropranolo1よりも強力なadrenergicβ一受容体遮断作用,抗 不整脈作用 およ
び局所麻酔作用 を有 し,こ れ らの薬理学的性質はpropranololに類似 した。 また臨床上quini-
dineやpropranololと同様 に抗不整脈薬 と して使用 されてい る。 これ らの抗不整脈薬,bufe-
tolol,propranololおよびquinidine(10-5～3×10-59/πの は心房筋 のmaxRRと 最六応答
刺激頻 度を著 しく減少 した。 またgNaの 活性化状態 および不活性化か らの回復過程 の 間接的 測
定法 であるmembraneresponsivenessおよびmembranereactivationを抑制 も しく}ま遅延
させた。 またstrength-durationcurveへの影響か ら,gNaのonsetpotentialの上昇作用
も推定 され,こ れ らの作用 はいずれ も膜 の興奮性 を低 下 させ ると考 え られる。 またイヌ右室 乳頭
筋でもbufetolo1(10-5～10-49/漉の およびpropranololはAPのmaxRR.とAPの伝 導 速
度を減少 した。筋 膜の最大応 答刺激 頻度は減少 したが,有 効不応期 は変 化 しなか った。 また臨界
閾電位 をよ り脱分極方 向へ 上昇 させ た。膜 の受動 的性質(ケ ー ブル特性)と して測定 した筋膜 の
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長 さ定数(λ)と 時定数(τ)お よび膜抵抗 を表 わす電流 一電圧 曲線 には 影響 を与 えなか った。
4.Histamineによ って誘発 され る心筋C5+依 存性電位 と収縮力 の性質
Tyrode液のK+濃 度を27mMに 上昇 し,膜 を 一40mVま で脱分極 してFICを 不活性 化 した
モル モ ッ ト右室乳頭筋 で,histamine(3x1『L3×10-5M)は伝播性 の悉無 律に従 うAPと
ヒキ
収縮力を再出現 させ た。 この再 出現 したAPのamplitudeは外 液Ca 濃 度の10倍 の変 化 で
　　
31.6mV変化 し,こ の値は膜がCa透 過性で あると してNernstの式か ら計算 した値 とほぼ 一致
した。 またhistamine(10-5M)で再出現 したAPと 収縮力はnifedipine(10-6・M)で完全に消失
したが,tetrodotoxin(10-5M)では影響を受 けなか った。Histamine(10-5M)でAPと収縮
力 を再 出現 させ,刺 激頻度を0.1～1.6Hzまで変化す ると,APのamplitude,maxRRおよび
持続時 間はそれぞれ減 少 もしくは短縮 した。 収縮力は一旦減少 した のち増大 し,収 縮波形 も三角
形状 か ら台形状 さ らにbeU型 へ と変化 した。Caffeine(lmM)存在下では,APは 同様 の変化
を示 したが,収 縮 力は単に減少 し収 縮波形 の変化 も見 られなか った。Histamine(10一6～1ザ5M)
で再 出現 したAPと 収縮 力はhistamineH2一受 容体遮 断薬 のmetiamide(3×10-6M)で抑制 さ
れたが,H1一 遮 断薬のdiphenhydramine(10-5M)では影響 を受 けなか った。 またphosphod-
iesterase阻害薬 のpapaverine(1r5M)で増 強 され,活 性 化薬 のN-methylimidazole(10
mM)で 抑制 された。
　キ
5.Ac¢ylcholineのCa依 存 牲 電 位 に お よ ぼ す 影 響
27mMK+Tyrode液 でFICを 不 活 性 化 し た モ ル モ ッ ト右 室 乳 頭 筋 で,acetylcholine(10-6
～10-4M)はisoproterenol(1r8M)ま た はtheophylline(3mM)で再 出 現 し たC孟+依 存
　　　
濃 度を7.2mMに増加す ることで再 出現 した性電位 のmaxRRを 有意 に減少 したが,外 液Ca
APに は明 らか な影響 を与 えなか った。 このacetylcholineの作用 はphysostigmine(10-7M)
前処置で 明 らか に増強 され た。 またacetylchohne(10-5M)}こよ る6+依 存性電位 の抑制効果
はatropine(10-7M)で拮抗 され たが,hexalnethonium(3×10-4M)では影響 されなか った
一 方 ,抗C♂+薬 の 。if,dipi。,(1・一・M)はi,。P,。t,,en。1,th,。phyUi。,嶽びC乙+(τ2酬)
で再 出現 したAPと 収縮力をす べて抑制 し,acetylcholineとは,異 る作用態 度を示 した。
これ らの実験結果か ら,心 筋 は2種 の内向 き電流,す なわ ち筋膜 のgNaの 増大 によ る'FICと
gCaの増大 によるSICに よって脱分極 し,そ れ ぞれ脱分極相 とplateau相を形 成す ることが確
認 され た。Bufetolo1,propranolo1およびquinidineなどの抗不整 脈薬 は心 筋膜 のgNaの 減少
作用,gNaの 回復 の遅延作用 およびgNaのonsetpotehtialの上昇作用 を示 し,こ れ らの薬物
の作用機序はgNaの 不活性化 に基 づ くFICの 不活性化 であると考 え られる。 また,histamine
　
は耳2一受容体 と細胞 内cyclicAMPの増加 を介 して,濃 度および刺激 頻度依 存的にC♂+依 存性 電
位を増強 し,histamineの陽性変力作用 はgCaの 増大 に基づ くSICの 増強作 用に起因すると考
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え られ る。 一方,acetylchohneはそのmuscarine様作用 によって,細 胞内cyclicAMPの増加
にょって生ず ると考え られてい るC義+依存性 電位を抑制 し,こ の作用 は増大 したgCaの 減 弱 作
用と して理解 され る。交感神経 の興奮やcatecholamineによ る陽牲変力 作用 のacetylcholine
lこよる抑制効果 は生理学的拮抗作用 と して知 られてい るが,こ の拮抗作用の機序は増 大 したSIC
のacetylcholineによ る減弱作用 として説明 し得 る。
以上,bufetolo1,propranolo1およびquinidineなどの抗不整脈 薬はFICを 不活性化 し,
histamineはSICを増 強 し,acetylcholineは増強 したSICを 減弱す るこ とが判 明 し,これ ら
の薬物は心筋で膜のN・+翻 性およびcぎ+透過性をそれぞれ働 して薬理作用醗 現すると繍
される。 このように心筋に影響をおよぼす薬物の作用機構を正常な生理的機能を営む細胞のsub-
cellularleve1で始めて明らかにした。
一61一
審 査 結 果 の 要 旨
本論文は抗不整脈作用 を有す るβ一遮断薬 のbufetolol,propranololやquinidineの他,心
筋 の活動 に影響を与 えるisoproteleno1,theophyllineやhistamineなどの薬理作用 を解 明す る
目的で,電 気生理学 的方法を もちいて,心 筋 の活動電位 や膜電流を観察 して,そ の作用 機作 を明
らかに した もので ある。
その内容 は次 の3部 よりな ってい る。
1.心 臓 組織 の活動電位 と内向 きNず お よびC菱+電流 の測定装置 の考案
心臓 の活動電位を微小電極法を もちいて導出す る方法 は,そ の計測を写真撮影 による方法 がと
られて きたが,本 研究者 はオンライ ンデジタル測定装 置を採用 して,精 度 も高 く経時 的観測 も可能
に した。 また電位導 出用 と通 電用の2本 の微小電極 を同一細 胞に刺入 してvoltageclamp法に
よ る活動電位 の測定 を行 ったが,負 帰還用増幅器 を設計考 案 した。
心機能 に影響 を与 え る薬物 は,Na+の 細胞 内流入によ るfastinwardcurrent(FIC)と
C♂+の 細胞 内流入 によるslowlnwardcurrent(SIC)の修飾 を もた らす もの と考えて作用機
序 の解 明を試 みた。
2.心 筋膜 のN♂ 電流 による活動電位 におよぼす抗不整脈薬 の影響
モル モ ッ ト心房筋,イ ヌ心室筋 をもちい,抗不整脈 のbufetolo1,propranololおよびquinidine
の活動電位 および膜 の興奮性 や受動的性質 を検討 した。
モルモ ッ ト心房筋で は活動電位 の立上 り速度を減少 させ,再 分極時間 は延長 し,最:大応答刺激
頻 度 も有意 に減少 させ た。
また イヌ乳頭筋 の活動電位 の最大立上 り速度を,bufetololおよびpropranololで有意 に減少
し,最 大応答刺激頻 度も減少 したが有効不応期 には影響を与 えなか った。
以上か らbufetolo1,propranolo1,quinidineとも心筋膜 のN誹 透過性 を低下 し,活 動電位 の
初期 のfastinwardcurreロtを不活性化す るものと考 え られ,こ の作用 が抗不整脈作用 と関連
のあ るものと思われ る。
3.心 筋膜 のC計 電流 によ る活動電位 に対す るhistamineおよびacetylcholineの影響
モルモ ッ ト乳頭筋 のfastinwardcurrentを不活惟化 した標本で,histamineは活動電位 を
再 出現 させたが,そ の巾と最大立上 り速度は刺激頻度 の増加 とともに減少 した。 これ はH2一受容
体 遮断 の;netiamideで抑制 されたが,Hi一遮断 の抗 ヒスタ ミ)く剤diphenhy4ramineでは影響 さ
れなか った。以上か らhistamineはslowinwardcurrentを増強す るものと考 え られ る。
本研 究は これ まで充分明 らかでなか った心臓作用薬 の作用機序をNar㌧C♂+の流入 によ る活動
電位に対す る影響 に基づ くもので あることを,電 気生理学的 に証 明 した貴重 な研究 であ る。 よっ
て本論文は学位を授与す るに値いす るものと認 め られ る。
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